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Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues V rfahren zur Gewinnung von ^'avolansaure^ bei we^^^^^^^^ 
diese tn Form ihrer Alka.imetallsalze. insbesondere des Kaliumsa.zes. direkt aus der Fermentat.onsbrohe 

'''So'^^saore. die auch bekannt ist a.s (2R5B.Z)-3-(2-Hydroxyethyndenh7-oxo-4-oxa.,^ab^^^^^^^^ 
Shi a^-2-carbonsaure. ist ein natOrlich vort^ommendes BreitbandaT,t.biot.kurn mm erer W.rksamke.t 



c O 3 Q-heOian-^-CarOtili:><iUio. isi cm eno o-r-r\ 

,h,.°«hiSeit b..a.U<:,3m.se .u Inhere. „nd d^O.-ch die w„«amM,t «.n Peo.c.l.neo und Cephalo- 
folgende Schritte: Rockungsminels aus der Grvjppe Calciumchlorid. 

rr,:,rrd%"Sd?.fc«r,^sr^^^^^^^ 

tationsbruhe von Strepfomyces Clavuligerus be. e.ner Temperatur von 0 C b.s 

^rs,jf^»den=|.j..^ 

auf einer Temperatur zw.schen 0 C * X, zwischen 30 000 und lOO.OOO Dalton hat: 

einen Cut-oH von 750 bis 500 Dalton hat. bei einer Temperatur von 0 C b.s * lO C und e.nem p 
SVnJa^bu^'^der eingeengten RussigKeit mit sauregewaschener. damp.aWivierter Koh.e bei einem pH- 
Wert von 6.0 bis 6.5 und einer Temperatur von O'C b.s -O C. Aikaiimetallsalzes zu der 

F) Salzbildung der Clavulansaure durch Zusatz einer wassengen Uosung e-nes A.kal.metaHsalzes 
oben erhaltenen angereicherten wasserigen Ldsung: wa«:<:priaen Losuna 

G) Ausfallung des A.kalimeta.lsalzes der Clavulansaure aus der oben erhaltenen ^ 
durch Zusatz eines n.edrigen A.kohols aus der Gruppe Methanol und ^^'^^'^'"^^^^^^^ 

so e"nes aus der Gruppe Isopropanol und Ace.on ausgewah.ten Losungsmmels zu der dort erhaltenen 
hydroalkoholischen Phase bei einer Temperatur von > 5 • C b.s + 15 C. nestatten 

Clavulansaure-Alkaiimetallsalze der Qualitat USP XXM zu ernaiien woc^i a« „ . 
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Soweit bekannt ist. wurden Ultrafiltrationsmembranen mil einem Cut-oH von 30.000 bis 100.000 bisher 
noch nio zur Reinigung von Clavulansaure v rwendet. . . ^ ^ t 

im Hinblick auf den Ausfallungsschritt sei betont. daB dessen W.fksamkeit bezugl.ch der Trennung von 
Clavulansaure-Alkalimetatlsalzen von den uner^unschten Verunreinigungen mil der Auswahl spez.eMer 
Mischungen von USsungsmitteln zusammenhangt. die eine AusfSllung der genannten Salze .n emer sehr 
reinen Form g statten. wobei sie di gummlartigen Nebenprodukte in Losung halten. 

Die derart ausgefallten Alkalimetallsaize der Clavulansaure sind besonders gut kr.stall.s.erte. we.Be 

''"'oifvorliegende Reinigungsmethode wurde mil Eriolg insbesondere bei Fermentationsbruhen angewen- 
del. die von dem Stamm Strep.orT,yces Clavuligerus var. FAC. der in den Beispielen 2 und 3 beschneben 

"''Cehenron Strep.omyces CavuHgerus Type Stamm ATCC 27064 und onter Bnsat. bekj^n^^ 
Genmanipulationsvertahren konnte der transformierte Stamm Streptomyces Clavul.gerus var. ffC erhaUen 
werden. der eine unerwartet starkere Produktionskapazitat irr^ Vergleich zum Ongma.stamm bes.tzt (s.ehe 

°^''Sle' Lduktion von Clavulansaure aus Streptomyces Clavuligerus var. FAC ertolgt durch Zocht^ng 
desselben in Gegenwart von assimilierbaren Quellen von Kohlenstoff. S«cksto« und M.nera^a^zen sowie 
g^ebenenfalls .on Triglyceriden. Vorzugsweise wird die Zuchtung unter aeroben Bed.ngungen be. emer 
?SiperaL von * 20 • C bis + 37 • C. insbesondere von * 20 • C bis > 30 • C. untsr ROhren vorgenomrnen. 

Bevorzugte Proteinquellen sind Maismehl. ErdnuBmehl. Sojabohnenmehl. = ^",f "I 

ders bevorzugt ist ein spezielles entfettetes Baumwollsamenmeh.. Bevorzugte l^^l^^V^^^f ''"^ 
Dextrin Dextrose und Maisstarke. Die Menge der Proteinnuellen. Kohlenstottquellen und Tnglycende .n d n 

Zre "ota^isc^er S.ze von Co. Fe. Mg. Ni. Zn und Cu (Sulfate und CHIoHde) 

""rkrnrS^rlS^^^^^^^^^ ^itte. zugesetzt werden. urn eine Oberm.a.- 

iru;sTers?.::;dTnTe™^^ streptomyces C^avuligp^s FAC unter aeroben Bedingun- 

gen unter Riihren bei einer Temperatur von *24-C bis +27-C und emer^ pH-wert von 6.8 b.s 7^ m 
Gegenwart eines Mediums gezuchtet, das eine Proteinquelle aus der Gruppe So.abohnenr„eh, E^d^uflmehl 
und Baumwollsamenmehl: eine KohlenstoHqueUe aus <^«^G'"PP«, c^^^^^^ 
Triglyceride und Spurenelemente aus der Gruppe der anorgan.schen Salze von Fe Mg. Zn ur^d Cu enthalt 

Wahrend der Fermentation w.rd der pH-Wert durch Zusatz von Alkal. kontroll.ert und d.e KohienstoH 
quelle wird zur Verbesserung der Produktion kontinuierlich zugefuhrt. .„„Hor« wird die " 

Der Fermentationsstufe gehen im allgemeinen einige Wachstumsstufen voran. Irjsbesondere w.rd d.e 
Zuchtung von Streptomyces Clavuligerus var. FAC in den tolgenden Schritten durchgefuhrt: 

a) Errichtung einer Sporensuspension von Streptomyces Clavuligerus var. FAC: 

b) inokulierung der Kultur in einem geeigneten Samentank: :„ wpi^hem die 

c) Obertragung der reifen Samentankkultur in einen belutteten und geruhrten Fermenter. .n welchem d.e 
Kultur der oben beschriebenen Fermentationsstufe ausgesetzt w.rd. 

Die Spor-n-ur-e-sicn wird vorzugsweise durch Zuchtung von Streptomyces ^'avuhgerus va^^ FAC a^' 
einem festen Agarmedium mi, e.nem Gehalt an einer KohlenstoHqueUe (Dextnn o<^«;^ Oe^^«^; J^™^^ 
Calciumsaiz als Mineralsalz und Co- und Fe-Salzer. a.s 3pure..elemente hergestellt: '^1^^^^^^^^^^ 
Produktion werden dann selektie-t. nachdem zuers, in einem ^^^'^^^"'^^''"^"^•''^^Zl^^^^^ 
aus der Gruppe Maismehl und Erdnuflmehl. Maisstarke als KohlenstoHqueUe und "^^^ 
enthalt. gezOchtet und dann in einem Fermenta.ionsmedium. das Soiabohnenmehl Oder ^'<^--f^^^ ^ ^ 
Proteinquelle. Dextrose als KohlenstoHqueUe. ein Kaliumsaiz als M.neralsalz und N.- und Co-Saize als 
Spurenelemente enthalt. weitergezuchtet worden war. D.e am besten produzierenden Kokjn.en werden dann 

auf einem festen Medium vermehri. w^^,«^««,ohi Ranmwolt- 

Die Zuchtung in dem Samentank wird in einem Medium durchgefuhrt. das 
samenmehl und Maismehl als Proteinquelle. Dextrose Oder Dextrin als KohlenstoHqueUe und e.n Natr.ums 

Alle Oben genannten ZOchtunqsschrine weroen bei Temperaturen von * 20 C b.s * 37 C. v^rzu^swe. 
se von ♦25-C bis *30'C. unter aerooen Bedingungen und. wenn .m lluss.gen Medium gearbe.tet w.rd. 
unter Ruhren durchgefuhrt. 
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,n der Regel hat die zo reinigende Fermentalionsbruhe einen fast neutralen oder "^^J" P"" 

Werl der mel^t zwischen 6.0 und%.0 .iegt. und hat ein S.arKe von 3.5 bis 4.5 g/1. vorzugswe.se von 4.0 
aJ\ bis 4 5 g/1. ausgedriicW als Gramm ClavulansSure in jedem Liter Bruhe. 

^ Die Starke wurde durch Bestimrr^ung des Clavulansauregehalts durch HPLC gemafl US XXII (S. 316) 

"''S"einem bevorzogten Vedahren werden die Stufen A bis E bei einer Temperatur von .2-C b.s 

wo'^l'm Siltrationsschritt wird die Fermentationsbruhe durch Oenaturieren und Koagulation der 
. JntSrenerP Snr Q^^^^^ Der Koagulationsschrin ermoglicht ein Zusammenballen der fe.n verte.l- 
?e""in der FXe;Stio^^^^ Feststomei-chen zu K.umpen und verursacht auch e.ne 

Abtrennung der loslichen Po^P^Me^ koaaulationsschrittes wird eine hoch gereinigte Fermentationsbruhe 

in Wasser und einem Gefnerpunkt von -18 (-^/•:^) aas m y 



I 

wird. 
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.rr,rr=d."rrrp™'; riSe'~r.:,rpsr,p,d,. 

zu d=m RWeout "PC" extrU-i.-t we.Ppn. .nsPPSPrdpr. ■"• '''^'"TT,J'\^r2^ !S^ « s.lbe : 

Membran diafiltriert wird. mdem dem Retentat entiomsienes vvd>;»oi u y 

" ^"'oie Dia.i,tration wird in der Rege. abgebrochen. wenn <^-'^^';^'^'^^^^;''^^ 

was ausgehend von einer Fermentationsbruhe mit einer Starke von 4.0 b.s 4.5. e.ner Starke 

'^''^sr^^x::-:':^ ;i tkt:e?ie=^s -..sw- z^^^^^^^^^^ -s. 

50 verwendet wird). Sie wird h,er a.s eine mi.de und '^^^^^^^ ^ZTnT^TSLioZl^^^^ 
Konzentration der C.avu.ansaure in der wasserigen Phase zu ^'l^^^" ^^^^^^^ 
anschiieflenden Fallungsschrin zu erreichen. WShrend der sroHe 

ansaure n.cht h.ndurch gelassen w.rd. Ei cne Re.ne von esc «a 

werden. sofem nur ihr Cut-oH innerhalb des ausgewShiten Bere.chs I.egt. 
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Vorzugsweise werden Membranen aus Celluloseacetat mit einem Cut-off von 500 Oalton verwendet. 
Die reverse Osmose wird im allgemeinen dann abgebrochen. wenn die konzentrierte Losung d.e 
gewCinschte Clavulansaurekonzentration fCir den nachfolgenden AusfSllungsschritt erreicht hat. das heiOt 
eine StSrke von 10 g/1 bis 30 gn. vorzugsw^eise von 15 g/l bis 20 g/l. au^A#eist. 

DrUcke von 30 bar bis 40 bar (entsprechend 3.10« Pa bis 4.10* Pa) sind im allgemeinen erforderlich. 
Das in Stufe C verwendete Acrylesterharz ist vorzugsweise ein Harz mit einem Porenvolumen von 55 
% einem mittleren Porendurchmessef von 80.10-* urn und einer MaschengrSBe entsprechend OHnungen 
von 1 27 bis 0 508 mm (20- SO Gttnungen alle 25.4mm). z.B. einen Acrylester-Polymeradsorptionsmittel. 
das ein Porenvolumen von 55%, eine echte Nafldichte von 1.05 g/ml. eirie Obertlachenflkche von 450 m' g. 
e.nen mittleren Porendurchmessef von 80. lO- a. eine Skelettdichte von 1.24 g/ml. eine MaschengroQe 
entsprechend OHnungen von 1.27 bis 0.508 mm und einen schwach polaren Charakter aufweist. 

Die in Stufe E verwendete aktivierte Kohle ist vorzugsweise eine Aktivkchle. von der 10 % bis 15 % 
eine TeilchengrSSe von mehr als 74 urn und 70 % - 75 % eine TeilchengrSfle von mehr als 10 um 
aufweisen die Molasse-Entfarbungszahl unter 200 Hegt und die Oberflache mehr als lOOO m'/g betragt. d.e 
insbesondere eine Molasse-Entfarbungszahl von 175 und eine Oberflache von 1 150 m'/g aufweist. w,e etwa 
ein s3uregewaschener. dampfaktivierter KohlenstoH. der eine Ivlethylenblau-Adsorption von m.ndestens 20 
q/iOOg einen maximalen Feuchtigkeitsgehalt bei Verpacken von -10%. einen maximalen Aschengehall von 
8% ein saureloslichen Inhait von maximal 1%. einen Calciumgshalt von maximal 200 ppm. einen 
Eisengehalt von maximal 200 ppm. einen Aschegehalt von 5%. einen wasserlQslichen Inhalt von 0.3 /.. 
einen pH-Wert des Wasserextrakts von 6 bis 8. eine PackungsschUttdichte von 0.290 g/ml. eme Partikelgro- 
Ge groOer als 74 um bei 10-15% und eine Partikelgrofle grdfler als lOum bei 70-75% aufweist. 

Die Alkalimetallsaize kSnnen entweder anorganische Oder organische Saize von Alkalimetallen. w.e 
Natrium. Kalium und Uthium. sein. Unter den anorganischen Salzen sind es die Carbonate und Bicarbonate, 
die verwendet werden kQnnen. Von den organischen Salzen konnen die Propionate. Acetate und die 2- 

25 Ethylhexanoate verwendet werden. u- i— 

GemaO einer bevorzugten AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen insbesondere Kal.ums- 
alze. vorzugsweise Kaliumacetat verwendet werden. worauf das Kaliumclavulanat in besonders remer Form 
ausgefailt wird. Das Alkalimetallsalz wird in einer Menge zugesetzt. die zumindest zur Salzb.ldung der 
Clavulansaure ausreicht. vorzugsweise in l^engen von 1.3 bis 2.0 Aquivaleme in bezug auf die entspre- 

"^^"m alfgemeinen ist es zur Erzielung einer grQQeren prozentmaOigen Ausbeute an Clavulansaure 
bevorzugt. die Konzentration des Alkalimetallsalzes der Clavulansaure in der wasserigen Losung vordem 
Zusatz des niedrigeren Alkohols auf Werte zwischen 10 g/l und 30 g.1. vorzugsweise von 15 g;l bis 20 g.l. 
insbesondere 17 g/l. ausgedrOckt als Starke der Clavulansaure. einzustellen. 
35 Um eine ubermSSige Verdunnung der wasserigen enHarbten LSsungen aus Stufe E) zu vermeiden. 
werden die organischen und anorganischen Alkalimetallsaize in der Regel in Form von sehr konzentr.erten. 
sogar gesattigten Losungen zugesetzt. Beispielsweise wird das Alkalimetallsalz. wenn Kaliumacetat ais 
solches verwendet wird und die angereicherte wasserige L6sung Clavulansaure in einer Menge von 15 g-^ 
bis 20 g/1 enthait. in Form einer gesattigten L6sung zugesetzt. und die Menge des Alkaiimetallsalzes w.rd 
40 durch Einstellung des pH-Wertes zwischen 8.0 und 8.5 reguliert. • ^ ^ , . 

Die Menge des Methanols ebenso wie die des Isopropanols Oder Acetons. die wahrend des Ausfai- 
lungsschrittes verwendet wird. wird so eingestellt daQ Menge nd Q-alitat les zu gewinnenden Alkahme- 
tallsalzes der Clavulansaure oplimiert werden. Vorzugsweise ist Methanol der verwendete n.edrige AlkohoL 

In der Regel werden 0.5 bis 1.5 Voiumsteile Methanol fur jeden Volumsteil der anger -cher«n 
.5 wasserigen Losung zugesetzt. wahrend Isopropanol in Mengen eingesetrt w.rd. die im Bereich von 0.5 b-s 
3 Volumsteilen liegen. und Aceion in Mengen von 15 b.s 50 Volumsteilen. bezogen auf die hydroalkohol- 

sche Phase, verwendet wird. ,c ^ ■ Kie on n i 

Wenn die angereicherte Losung das Kaliumsalz der Clavulansaure in e.ner Menge von 15 g,l b.s 20 gn 

enthait w.rd vorzugsweise 1 Volumsteil Methanol verwendet. ist das organ.sche Losungsmitlel Aceton und 
so w.rd in einer Menge von 40 Volumsteilen. bezogen auf die hydroalkoholische Phase, e.ngesetzt. 
Die bevorzugte Temperatur des Ausfailungsschrittes betragt +5 -C. 

Die ausqeiailten Alkalimetalldavulanate kSnnen auf iJbiiche Weise abgetrennt werden. w.e durch 
Filtration, und konnen dann im Vakuum (z.8. dem Vakuum. das durch e.ne Wasserstrahlpumpe erzeugt 
wird) be. Raumtemperatur getrocknet werden. K^^h,ainer 
Das vofliegende Verfahren liefert die Alkalimetallsaize der Clavulansaure -n knstailiner uno hochre.ner 

Form und in sehr gutan Ausbeuien. ^, ■> h 

Im Vergle.ch zu den bisher bekannten Verfahren ist das voriiegende Verlahren msotar;. s€h. :x.r.^M.^n. 
als es m.t einer n.edrigen Anzahl von Verfahrensschritten. ohn Zw.schen.soi.erung der Clavu.ansiur Oder 
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ihrer Saize dorchgefuhrt werden kann. AuBerdem wird das vorHegende Reinigungsvertahren relaHv 
iSien Volumsmengen an UOsungsmitteln und Wasser durchgefuhrt. wodurch der E.nsatz von Konzenua- 
tionssSulen. der auOerst unpraktisch ist. vermioden wird. .a^ 
Die vorliegende Erfindung wird anhand des folgenden. nicht einschrankenden Be.sp.els eriautert. 

5 

Beispiel 

ISO Uter FermentationsbrOhe von Streptomyces Clavullgerus (StSrke 4.2 g/l. einer Aktivitat von 630 g 
MQuivalent werden in einerr, ummanteiten Reaktor auf >5-C abgekuhit. der PH'^^'^ J''^'^^ ^^"^ 
,0 Essgs?".^ auf 4.2 eingestellt und die Masse wird mit 1 % eines flussigen !<-«<^"*^<^^!,""^'^,7f 
to Essigsaure ^ui • >> K«i 20'C von 1 14 bis 1.18 kg/dm^. einem Titer von 29 bis 31%. einer 

T re.d'N?.stsiti b?«.C von ^ bis 500 CPS. einem pH^Wert von 5 bis 8. einer va.llgen Los.ichkeit 
BrooMield-Viskosilat bei Z5 t, von o s a w ^e|-hes von PRODECO (Italien) unter dem Handelsna- 

AktivitaVAktivitat der filtrierten BrOhe). ^ ^ ^^tKoit 

di« a ka eines Acrvlester-Polymeradsorptionsmittels enthSlt. das em Porenvolumen von 55 /-. e«ne ecW 
NafldichVrn 1 05^^-' eine^OberflichenMche von 450 mVg. einen -'«.ere" ^orendurchrnesser ^^^^^ 

eine ^^^^ ^ ^s-^^^p": 0^"! 

" ^^err S^rRUrrrJioT^^^^^^^ und ..d unmi«e.bar darau. .ur reversen Osmose 

''''Xend dieses Verlahrens wird die Temperatur au. *2.C bis ^S'C und der pH-Wert au. 6.2 

„ "''oirverv^endete Einrichtung Ist ein DOS Model. RO 30 (Hande.smarke der Danske SukkeHabrikker. 
Oanemark) mit Celluloseacetat-Membranen mit einem Cot-oH von 500 Dalton. pjj^ , 

Die Einengung wird vertolgt. bis der Oruck auf uber 35 bar gesfegen und d.e Stromung auf em Funfte. 

^S^XZ:^^^^^ e-r Konzentratlon von 17.5 g. er.auen: entsprlCt 
40 350 a Aktivltat (Ausbeute 70 % Aktlvltat/Aktivitat der filtrierten Bruhe: Gesamtausbeute 55 % . 
^"Sie^^gereUerte L5sung wird --^^^^^^ 

r:rm^rter?o"g^x"^^^^^^^^^^^ 

n,a.ima.en Aschengeha.t von 8%. ein saureloslichen Inhalt von -^^"^l J?^ ' r "J "itTn wasse .5sT- 
maximal 200 ppm einen Eisengehait von maximal 200 ppm. emen Aschegehalt von 5/.. e.nen ^asseriosi. 
^h«rinharvoJ^'3% eInen pH-Wert des Wasserextrakts von 6 bis 8. eine Packungsgesamtd.chte von 
0 2^ g.^ Te pi;:.e^oSe'gr63er ais 74 um be, 10-15% und eine ^^^^^^^'l'^^'^^^^^^^^ 
70-75% aufwelst. welcher von der American Norit Company unter dem Handlesnamen NORIT-SX ULTRA 
verkautt wird behandelt und dann zur endgultlgen Ausfallung gebracht. „^,^,y, 

2u de angereicherten LQsung w.rd eine gesattlgte Losung vor, Kaliumacetat -n Wasser zugesei«. b.s 
ein S-Wert vSn 8 5 erreicht ist Oann wird dfe Losung m.t dem gleichen Volumen Methanol verdunnt und 
r4S V^umstrkaL Acetons (*5-C) gegossen. Der welGe kr.stal.lne Niedersch.ag w.rd dann dure. 

"trweXS?greirS:cr^^^^^^^ ^HPLC, entsprecend e.ner 

" '-^t::':^^^:^::: ^ Oua.i..t von USP XX.. .g.. .e..e 3,6V 
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Verfahren zur Gewinnung von Streptomyces Clavuligerus var. FAC 

Slreptomyces Clavuligerus var. FAC wufde durch Genmanipulation von Streptomyces Clavuligerus 
Type Stamm ATCC (American Type Culture Collection) 27064 (Int. J. Syst. Bact. 21. 331. 1971) gewonnen. 

Der Mikroorganismus wurde nach folgendem Verfahren erhalten: 
Protoplasten von Slreptomyces Clavuligenjs wurden folgendermaflen erhalten: die Sporen von S. Clavulige- 
rus wurden in Medium YEME (3 g.^ Hefeextrakt. 3 gA Malzextrakt. 5 g/1 Pepton, 10 g/l Glucose. 340 g/l 
Saccharose. 1 g/l tAgCh: Zusatz von 20 % Glycin-Losung bis zu einer Endkonzentration von 2 %) wahrend 
36 bis 40 Slunden bei 30 " C in einer alternierenden Schu tte Ivor rich tung gezuchtet. 

Die Biomasse wird bei 3000 Upm 10 min zentrifugiert und das Pellet zweimal in 50 ml einer 10.2 %- 
igen Saccharose-Losung gewaschen. Oas endgOltige Pellet wird in 4 ml Phosphatputfer und 1 mg/ml 
Lysozym resuspendiert. 

Die Suspension wird bei 30' C 1 bis 1.5 Stunden inkubiert. bis das Mycel vollstandig verdaut ist und 
nur Protoplasten vorliegen. Die Protoplasten werden filtriert und mit Phosphatputfer gewasch n, um 
restliches Lysozym zu entfernen; schlieOlich werden sie in Puffer resuspendiert und bei -80 'C gelagerl. 

Die Protoplasten wurden mit einem speziellen Vektor tran storm iert. der tur diesen Zweck entwickelt 
wurde. 

Es wurde die "GewehrschuG (shotgun) -Klonierungsmethode" ven^vendet. um ein Fragment des g^n^cn 
Streptomyces Clavuligerus Genoms. das von derti Restriktionsenzym. wie etwa von Bgll und Sac I. erz ugt 
wurde. zu gewinnen. Das verwendete Plasmid war PIJ 702. das aus Streptomyces Uvidans erhalten wurde. 

Die Auswahl dieses Plasmids beruhte auf dessen eintacher Isolierung und der Anwesenh it von 
Markern (Thiostrepton-Resistenz und insertionelle Inaktivierung). 

Aut diese Weise wurden Vektoren durch Ugation des Plasmids PIJ 702 und des DNA-Fragments des 
Gesamtgenoms in der Grofle von 5 kD bis 10 kD hergestellt. 

Die Transformanten wurden in R5 Medium (100 g/l Saccharose. 5.1 gl MgCl2.6H20, l g/l Casamino- 
sauren, 0.05 MgS04-7H20. 2.5 gA L-Arginin-HCI. 1 ml Spurenelemente - Zn. Fe, Cu. Mg. NaaB04 und 
Ammoniummolybdat - 20 g1 Agar) regeneriert und in einem Medium getestet. das 50 mg.'ml TTiiostrepton 

enthielt. ' 

Die-gut gewachsenen Kolonien werden selektiert und gemaB dem hierin beschriet)enen Verfahren auf 

Clavulansaure-Produktion getestet. 
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Beispiel 1 

Ausgehend von einer lyophilisierten Ampulle von Streptomyces Clavuligerus var. FAC wird Koloniese- 
lektion durchgetuhn. indem auf einem festen Medium mit der folgenden Zusammensetzung ausgestnchen 
wird: 



40 



Kohlenhydratquelle (Dextrin Oder Dextrose) 


10 


9'» 


Calciumcarbonat 


2 


gf\ 


Spurenelemente (CoCU . FeS04 ) 


1 


ml 


Agar Agar 


20 


g/l 



45 



50 



55 



Kzc^ Jer inkubation der Platten bei einer konstanten Temperatur werden die typischen Kolonien 
ausgewMhlt. Typische Kolonien sind rund. erhaben und mit einem obenaut liegenden grunen Sporenrasen. 
Sie werden auf Schragmedium aus dem gleichen festen Medium ubertragen und 7 bis 10 Tage bei einer 
Temperatur von 26 'C inkubiert. bis der Sporenrasen gut gewachsen ist. 

Die reifen Schragkulturen werden in Baschen unter Verwendung eines vegetativen Mediums mit der 
folgenden Zusammenseuung getestet: 



Proteinquelle (Maismehl oder ErdnuOmehl) 


25 gl 


Kohlenhydratquelle (Maisstarke) 


lOg/i 


Kaliumphosphat 


0.5 g-1 


Sojabohnendl 


2 g/l 



Das inokuli rie Medium wird unter Ruhren 45 bis 60 h inkubien und dann aseplisch in ein Fermenta- 
tionsmedium foigender Zusamm nsetzung ubertragen: 
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Sojabohnonmehl (Oder ErdnuOmehl) 

Dextrose 

Kaliumphosphat 

Spurenelemente (NiSOt: CoSO*. LBsung i 




Die Flaschen werdeo unter Ruhren 3 bis 5 Tage bei konstanter Temperatur (25 • C) inkubiert und aul d.e 
Clavutansaure-Aktivitat titriert. Die am besten prodozierenden Kolonien werden darn au( e.nem festen 
Medium propagiert. um eine ausreichende Biomasse fur die industrielle Produktion erhalten. 

Die Sporensuspension der propagierten Kolonien wird in einen Samentank inokui.erl. der e.n ster.les 
Medium der folgenden Zusammensetzung enthalt: 



Sojabohnenmehl (Oder andere Proteinquellen) 
Natriumphosphat 
Dextrose (Oder Dextrin) 
Silikon-Antischaummittel 




Andere Proteinquellen. die zufriedenstellende Ergebnisse liefern. sind BaumwoMsamenmehl dUer Mais- 

""^^Ein industrieller Samentank entwickelt sich normalerweise in 45 h bei einer Temperatur von 25 'C bis 
30-C(vorzugsweise 26-C)unterkontinuierlichem ROhrenundunterBelCjftung. 

Sobald sich die Biomasse entwickelt hat wird sie aseptisch in einen geruhrten ster.len Fermenter 
ubertragen. in dem die folgende typische Medienzusammensetzung vorliegt: 



Sojabohnenmehl 

Dextrin 

Triglyceride 

Spurenelemente (Losung 1 % von MgSO* . 



FeSOi. ZnS04. CuSO*) 




Die Fermentation wird 5 bis 7 Tage bei einer konstanten Temperatur von 24-C b.s 27 C fongesetzt 
und der pH-wert wird durch Alkalizusatz auf einen Wert zwischen 6.8 und 7.0 eingestellt. p . 

wahrend der Fermentation werden die KohlenstoHquellen kontinuierlich zugesetzt. um d.e Produktion. 

'".Ta?g"eignetste FermentationsgefaQ ist ein ubticher aerober Fermenter. der mit Ruhrung und Beluttung 
ausgestattet ist. 

PatentansprUche 

1 Verfahren zur Gewinnung und Reinigung von Alkalimetallsalzen der OavulansSure aus einer Fermenta- 
tionsbrvihe von Streptomyces Clavuligerus. gekonnzeichnet durch die 'o'S®*^*" Schntte: 

A) einen Koagulationsschritt. der durch Zusau eines FkKkungsmittels aus der Gruppe Calcumchlor 
d K^liumferrocyanid. wasserlflsliche kationische Polymere und organische Po^^'^^^'^j^ J'" ^'7; 
Permer^tafonsbruhe von Sueptomyces Clavuligenjs bei einer Temperatur von O'C b.s * 10 C und 
bei einem pH-Wert von 4.0 bis 4.5 vorgenommen wird: ri,.,..i:««„,« 
8) Ultrafiltration der oben erhaltenen. geklSrten Fermentationsbruhe von Streptomyces Clavul.gerus_ 
die auf einer Temperatur zwischen O'C und *10-C und bei einem pH-Werl zw.schen 6^0 und 6^5 
gehalten wird. durch eine Ultrafiltrationsmembran. die einen Cut-off zw.schen 30.000 und lOO.OOO 

CrEnrtarbung des oben erhaltenen Ullrafiltrats durch Laufen.assen desselben durch eine Saule mil 
einem polymeren Acrylesterharz bei einer Temperatur von 0 • C bis ♦ '0 ' C: M«mhran 
0) Einengung der Mussigen Phase aus Stufe C) mit Hi.fe der reversen O^;'*"^ '^"'^^ '^^'^f^^^ 
die einen Cut-off von 750 bis 500 Oalton hat. bei einer Temperatur von O'C b.s ♦ lO C und e.nem 

Er&irtibung^dereing\ ngten F.ussigkeit mit sSureyewaschen r. dampfaktivierter Kohie be. ein m 
pH- Wert von 6.0 bis 6.5 und einer Temperatur von 0 • C bis ♦ 1 0 • C: 
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F) Salzbildung der Clavulansaure durch Zusatz einer wasserigen L6sung eines AikalimetallsaJzes zu 
der oben erhaltenen angereicherien wasserigen Losung; 

G) Austailung des AlkaJimetailsalzes der Clavulansaure aus der oben erhaltenen wSsserigen L<5sung 
durch Zusatz eines niedrigen Alkohols aus d r Gruppe Methanol und Ethanol und anschlieCenden 
Zusatz eines aus der Gruppe Isopropanol und Aceton ausgewahlten Losungsmittels zu der don 
erhaltenen hydroalkoholischen Phase bei einer Temperatur von +5*C bis 15*C. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzelchnet, daS die Schritte A-E bei einer Temperatur von 
+ 2 • C bis + 5 ' C durchgefuhrt werden, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet daB die Fermentaiionsbruhe von dem 
Stamm Streptomyces Clavuligerus var. FAC erhalten wird. 

4. Verfahren nach einem der AnsprGche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet dafl das Koagulationsmittel 
;5 ein wasserlpsliches kationisches Polymer ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 4. dadurch gekennzeichnet, daB die Ultrafiltrationsmem- 
branen einen Cut-off von 30.000 bis 40.000 haben und aus Celluloseacetat Oder aus Poylsulfon 
t>estehen. 

20 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet daB die Ultrafiltrationsmem- 
bran eine Polysulfon-Memoran mit einem Cut-off von 35.000 Daiton und die Membran der revers n 
Osmose eine Celluloseacetat-Membran mit einem Cut-off von 500 Oaiton ist. 

7. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet dafl die Ultrafiltration nach 
der Diafiltrationstechnik ausgefiihrt wird. wobei dieselbe Membran venwendet und dem Retentat 
entionisiertes Wasser bei gletcher Filtrationsrate zugesetzt wird. 

8. Verlahren nach einem der AnsprUche 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet daB zuerst 1/3 bis 2/3 einer 
Fermentationsbruhe mit einer Starke von 4.0 g/» bis 4.5 g/1 durch die ausgewahlte Membran ultranitriert. 
dann der verbleibende Teil durch dieselbe Membran diafiltriert wird, wobei die Diafiltration abgebrochen 
wird, wenn der Verdun nungsfaktor von 1:2.1 bis 1:2.4 erreicht ist, 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet dafl das Acryleslerharz ein 
Porenvolumen von 55 %, einen mittleren Porendurchmesser von 80.10"* um und eine MaschengroSe 
von 1 .27 bis 0.508 mm aufweist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche i bis 9. dadurch gekennzeichnet dafl die reverse Osmose 
abgebrochen wird. wenn die StSrke der wasserigen Losung bei 10 g.1 bis 30 g/l Ijegt. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. dadurch gekennzeichnet dafl von der akiivierten 
Kohle 10 % bis 15 % eine TeilchengrdOe von mehr als 74 um und 70 % bis 75 % eine Teilchengrofle 
von mehr als 10 um aufweisen und dafl die Kohle eine Moics<i'^ E'tfarbungszahl von 175 und ein ^ 
Oberflache von 1 150 m^/g hat. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis n. dadurch gekennzeichnet dafl die wasserige Losung. 
die dem Ausfallungsschritt unterworfen werden soli, eine Clavulansaure-Konzentration von von 15 g/i 
bis 20 g.1 hat. 

50 13. Verfahren nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet dafl die Calvulansaure-Konzentration 17 g/i 
betragt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche i bis 13. dadurch gekennzeichnet dafl die Alkalimetalisaize 
anorganische Oder organische Saize von Natrium. Kaliu-n oc)*»r l (hmm sind und ausgewahit werden 

55 aus der Gruppe der Carbonate: Bicarbonate. Propionate und 2-Elhyihexanoate. 

15. Verfahren nach einem der Anspruc^.e . bis :4. dadurch gekennzeichnet dafl das Aikalimetallsalz 
Kaliumacetat ist. 
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16. Vorfahren nach einem tier Anspruche 1 bis 15. dadurch gekennz Ichn t da8 das Alkal.metallsalz m 
einer Meng von 1.3 bis 2.0 Aquivalenten in bezug auf die entsprechende SSur e.ngesetzt w-rd: daB 
der niedrige Alkohol in eIner Menge von 0.5 bis 1.5 Volumsteilen pro Volumsteil der angere.cherten 
wasserigen Losong verwendet wird: dafl Isopropanol in Mengen von 0.5 bis 3 Volumsteilen und Aceton 
in Mengen von 15 bis 50 Volumsteilen. bezogen auf die hydroalkoholische Phase, eingesetzt werden. 

17 Veriahren nach einem der Anspruche 1 bis 16. dadurch gekennzelchnet da3 die angereicherte 
' wasserige LSsung das Kaliumsalz der Clavulansaure in einer Menge von 15 g/l bis 20 g/1. ausgedrucW 
als Clavulansaure-Starke. enthait. daB 1 Volumsteil Methanol verv^endet wird. dafl das orsari.sche 
Losungsmittel Aceton ist und in einer Menge von 40 Volumsteilen. bezogen auf die hydroalkohol.sche 
Phase, eingesetzt wird und daG die Ausfallung bei ♦ 5 • C durchgefuhrt vyird. 

la. Vertahren nach einem der AnsprOche 1 bis 17. dadurch gekennzelchnet dafl die zu 'ei";g«"J« 
Fermentatlonsbrohe eine Starke von 3.5 g/I bis 4.5 g/l aulweist. daB das Koagula.onsrn.tte e.n 
wasseriesliches kationisches Polymer ist und in einer Menge von i % e.ngesetzt w.rd und dafl der pH- 
Wert wahrend der Koagulatlon der Bruhe auf 4.2 gehalten und durch Zusatz emer organ.schen Saure 
aus der Gnjppe PropionsSure. Essigsaure und Zitronensaure kontrolliert wird. 

19. veriahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzelchnet daO das ,^,=3'';'^^^^^^ 
ein kationisches Rockungsmittel mit einem spezifischen Gewicht be. 20*0 von 1.14 b.s 1.18 kg/dm 
einer^ T.ter von 29 bis 3?%. einer Brookfield-Viskositat bei 25 -C von 200 bis 500 cps. e.nem pH von 5 
bis 8. einer vQlligen LSslichkeit in Wasser und einem Gefrierpunkt von - 1 8 ( ♦ /-3) • C ist 

20. veriahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzelchnet dafl der ^^'«»«^/'^f °'«""f^^^^ 
55%. eine echte NaBdichte von 1.05 g/ml. eine OberflachenflSche von 450 m»/g. «"f" 
Porendurchmesser von 80. 10- um. eine Skelettdichte von 1.24 g/ml. erne MaschengroBe entspre- 
chend dffnungen von 1.27 bis 0.508 mm und einen schwach polaren Charakter aufweist. 

21. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekennzelchnet daB der aktivierte ^^o'''^"*;^^ ^^Vpo 
sche'ner. dampfaktivierter Kohlenstoff ist. der eine Methylenblau-Adsorption von m.ndestens^20 goOOg. 
einen maximalen Feuchligkeitsgehalt bei Verpacken von 10%. einen '"»""a'«"/«f'^^'^^" J^"" 
einen saureloslichen Inhalt von maximal 1%. einen Calciumgehalt von maximal 200 PP"^- 
Eisengehalt von maximal 200 ppm. einen bevorzugten Aschegehalt 5%. e.nen was^^^^^^ 
inhalt von 0.3%. einen pH-Wert des Wasserextrakts von 6 bis 8. e.ne P^c'^ungsschuttd.chte von 0 290 
g/ml. eine PartikelgroGe groBer als 74 um bei 10-15% und eine PartikelgroBe groBer als lOum be. 70- 
75% aufweist. 
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VERFAHREN ZUR GEWINNUNG UND 
REINIGUNG VON ALKALIMETALLSALZEN 
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The present invention concerns a new procedure to obtain clavu- 
lanic acid in the form of its alkali metal salts, especially potassium 
salt, directly from a fermentation broth. 

Clavulanic acid, which is also known as (2R,^R, Z) -3 - (2- 
hydroxye thyl idene ) - 7 - oxo - 4 - oxa - 1 • azabicyclo - 2,3,0- heptane - 2 - carboxyl ic 
acid, is a naturally occurring, wide-spectrum antibiotic of average 
efficacy and was first isolated from strains of Streptomyces 
clavuligerus (GB PS 1 508 977) . 

The importance of clavulanic acid is not so much its antibiotic 
efficacy but rather its ability to inhibit beta- lactamase and hence 
increase the effectiveness of penicillin and cephalosporin against beta- 
lactamase- producing bacteria. 

Clavulanic acid is now used in human medicine with penicillins such 
as amoxicillin (Augmentin®, Stacillin*) and ticarcillin (Betabactyl®, 
Timentin*^) . 

Despite the fact that different fractionation procedures have been 
described for the purification of clavulanic acid, it is difficult to 
remove it in pure form from the complex mixture of products that 
accompanies it. Clavulanic acid is present in the fermentation broths 
of Streptomyces clavuligerus with numerous undesirable components such 
as proteins, enzymes, and other beta -lactam antibiotics, especially 
beta-lactam carboxylic acid, which has similar chemical -physical 
behavior. 

Up to now, numerous efforts have been made to isolate clavulanic 
acid in a highly purified form, particularly by means of its salts such 

^Numbers in the margin indicate pagination in the foreign text. 



as its lithium salt (GB PS 1 543 563) and its tert . -butylamine salt (US 
PS 4 647 659) . 

All of these prior-art methods have disadvantages since they 
generally only provide low yields or products with an unsatisfactory 
purity, and they are often very involved. In addition, these procedures 
do not permit the direct preparation of the potassium salt of clavulanic 
acid that is a component of different commercially available therapeutic 
compositions since its preparation in pure form requires the 
transformation of the lithium salt or tert. -butyl amine salt using 
additional steps of ion replacement. 

A new, surprisingly advantageous procedure was found to obtain and 
purify clavulanic acid from fermentation broths of Streptowyces 
clavuligerus in the form of highly pure alkali metal salts. 

The procedure to prepare highly pure alkali metal salts of 
clavulanic acid comprises the following steps: 

A) a coagulation step that is carried out by adding highly pure 
flocculant from the group of calcixim chloride, potassium f errocyanide, 
water-soluble cationic polymers, and organic polyelectrolytes to a 
fermentation broth of Streptowyces clavulig-erus at a temperature of 0- 
10°C and a pH of 4 . 0 - 4 . 5 ; 

B) ultrafiltration of the above -obtained, clarified fermentation 
broth of Streptonryces clavuligerus held at a temperature of 0-10**C and 
a pH of 6.0-6.5 through an ultrafiltration membrane that has a cut-off 
of 30,000-100,000 Dalton; 

C) decoloration of the above -obtained ultraf il trate by letting it 
run through a column with a polymer acrylic ester resin at a temperature 



of O-IO^'C; 

D) concentration of the liquid phase from step C) using reversible 
osmosis through a' membrane that has a cut-off of 750-500 Dalton at a 
temperature of 0-10*'C and a pH of 6, 0-6.5 ; 

E) decoloration of the concentrated liquid with acid- washed, vapor - 
active carbon at a pH of '6\0-6.5 and a temperature of 0-lO^C; 

F) formation of clavulanic acid salt by adding an aqueous solution 
of an alkali metal salt to the above - obtained enriched aqueous solution; 

G) precipitation of the alkali metal salt of the clavulanic acid 
from the above -obtained aqueous solution by adding a low alcohol from 
the group of methanol and ethanol and then adding a solvent selected 
from the group of isopropanol and acetone to the obtained hydroalcoholic 
phase at a temperature of S-IS^'C. 

This process represents a particular selection of purification 
steps that allows clavulanic acid alkali metal salts at the quality 
level of USP XXII to be obtained. The process is simpler, more 
practical, and faster than the state-of-the-art purification procedure. 

The use of selected flocculants, ultrafiltration membranes with a 
specific cut-off, and special decoloration materials allows an extremely 
purified solution to be obtained that is particularly suitable for the 
following precipitation step. 

To the best of our knowledge, ultrafiltration membranes with a cut- 
off of 30,000 to 100,000 have never been used to purify clavulanic acid. 

The effectiveness of the precipitation step in separating 
clavulanic acid alkali metal salts from the undesired impurities is 
related to the use of specific solvent mixtures that allow the cited 
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salts to be precipitated in a very pure form while the rubber- like 
byproducts are kept in solution. 

The alkali metal salts of clavulanic acid precipitated in this 
manner are highly crystallized, white solids. 

This purification method was used successfully particularly with 
fermentation broths obtained from the strain Streptowyces cla^vnligerus 
var. FAC described in Examples 2 and 3. 

Starting with Streptoiny^ces clcL^ml±gerus , type strain ATCC 27064 and 
using familiar gene manipulation procedures, the transformed strain 
Streptomyces clavullgerus var. FAC was obtained that has an unexpectedly 
strong capacity to reproduce in comparison to the original strain (see 
Example 2) . 

Clavulanic acid from 5treptOinyces clavullgerus var. FAC was 
produced by breeding it in the presence of assimilatable sources of 
carbon, nitrogen, and mineral salts and possibly triglycerides. The 
strain is preferably bred under aerobic conditions at a temperature of 
20-37''C and especially 20-30°C under agitation. 

Preferred protein sources are corn flour, peanut flour, soybean 
flour, and cottonseed flour. Particularly preferable is a special 
defatted cottonseed flour. Preferred sources of carbon are dextrin, 
dextrose , and cornstarch . TTie ainbunt 6^^^^ source , carbon source, 

and triglyGerides in the culture media is generally 1-10% and: usually 2 - 

Mineral acids are usually added to the culture medium, especially 
potassium, calcium, and sodium salts such as carbonates and phosphates. 
Trace elements in the form of inorganic salts of Co, Fe, Mg, Ni , 



Zn, and Cu (sulfates and chlorides) can also be added to the culture 
medium. 

A foam- preventing agent can be added if necessary to prevent excess 
formation of foam. 

Streptomyces clavuligerus FAC is preferably grown under, aerobic 
conditions while stirring at a temperature of 24-27*'C and a pH of 6.8- 
7.0 in the presence of a medium that contains a protein source from the 
group of soybean flour, peanut flour, and cottonseed flour, a carbon 
source from the group of dextrin, dextrose, and cornstarch, 
triglycerides, and trace elements from the group of inorganic salts of 
Fe, Mg, Zn, and Cu. 

During fermentation, the pH is controlled by adding alkali, and the 
carbon source is added continually to improve production. 

The fermentation step is generally preceded by a few growth steps. 
In particular, Streptoinyces clavjiligerus var. FAC is grown according to 
the following steps: 

a) a spore suspension of Streptomyces clavulxgerus var. FAC is 

created; 

b) the culture is inoculated in a suitable seed tank; 

c) the mature seed tank culture is transferred to a ventilated and 
stirred fermenter in which the culture undergoes the above -described 
fermentation step. 

The spore suspension is preferably created by growing Streptomyces 
clavuligerus var. FAC on a solid agar medium containing a carbon source 
(dextrin or dextrose), a calcium salt as a mineral salt, and Co and Fe 
salts as trace elements. The colonies that produce the most are then 



selected after growing in a vegetative medium that contains a protein 
source from the group of corn flour and peanut flour, corn starch as a 
carbon source, and potassium salt as a mineral salt, and then further 
growing in a fermentation medixim that contains soybean flour or peanut 
flour as the protein source, dextrose as a carbon source, a potassium 
salt as the mineral salt,- and Ni and Co salts as trace elements. The 
colonies that reproduce the best are then grown on a solid medium. 

The growth in the seed tank is in a medium that contains soybean 
flour, cottonseed flour, and com flour as a protein source, dextrose or 
dextrin as the carbon source, and a sodium salt as the mineral salt. 

All of the above -cited growth steps are carried out at temperatures 
of 20-37''C and preferably 25-30°C under aerobic conditions, and under 
agitation when working with a liquid medium. 

Usually the fermentation broth to be purified has a nearly neutral 
or slightly acidic pH that lies between 6.0 and 7.0, and the strength 
(amount of clavulanic acid per liter broth) is 3.5 g/1 to 4 . 5 g/1 and 
preferably 4.0 g/1 to 4.5 g/1. 

The strength was measured by determining the clavulanic acid 
content by HPLC according to US XXII (p. 316) . 

In one preferred process, steps A to E are carried out at a 
temperature of 2-5''C. 

Before the ultrafiltration step, the fermentation broth is 
clarified by denaturing and coagulating the contained proteins. The 
coagulation step allows the finely distributed solid particles suspended 
in the fermentation broth to cluimp, and the soluble polypeptides are 
also separated. 



A highly purified fermentation broth is obtained using the 
coagulation step according to the invention. The coagulant is generally 
used at amounts of 0.5-2% (weight /volume) in reference to the volxame of 
fermentation broth. A preferred coagulant (usually comprising 1%) is a 
coagulating, water-soluble cationic polymer, especially a liquid, 
cationic flocculant with, a specific weight at 20°C of 1.14 to 1.18 
kg/dm^ a titer of 29-31%, a Brookfield viscosity at 25°C of 200-500 cps, 
a pH of 5-8, complete solubility in water, and a freezing point of -18 
( + /-3)''C. 

The polyelectrolyte is, e.g., a water-soluble cationic polymer with 
a specific weight at 20''C of 1.14 to 1.18 kg/dm\ a titer of 29-31%, a 
Brookfield viscosity at 25°C of 200-500 cps, a pH of 5-8, complete 
solubility in water, and a freezing point of -18 ( + /-3)''C. 

The pH during coagulation is adjusted by adding an organic acid 
such as propionic acid, acetic acid, or citric acid. The preferred pH 
is 4 .2 . 

After coagulation, the precipitated material is then separated by 
conventional procedures such as filtration. 

The ultrafiltration step of the invention is especially effective 
in purifying the fermentation broth. In ultrafiltration, suspended 
solids are removed and (which is more important) some water-soluble 
molecules with a high molecular weight (sugars and soluble peptides that 
are present as nutrients in the culture media of Streptdmyces 
clavuligerus, mycelium proteins) that can have a negative influence 
during the following purification step. 

During ultrafiltration, the pH is held to the predetermined values 



by adding a base, usually an aqueous solution of sodium hydroxide that 
has been previously cooled to the selected temperature. 

Ultrafiltration membranes that are particularly good to use in the 
process according to the invention have a cut-off of 30,000-40,000 and 
are made from cellulose acetate or polysulfone. Polysulfone is 
preferable. Polysulfone membranes that have a cut-off of 35,000 Dalton 
are particularly preferable. 

The ultrafiltration is carried out using diaf iltration, a special 
ultrafiltration technique where the permeable solids are further 
extracted by adding water to the retentate. In particular, some of the 
liquid (ca. 1/3-2/3) is ultraf iltered through the selected membrane, and 
the remaining part is diafiltered through the same membrane by adding 
deionized water at the same filtration rate to the retentate. 

The diaf iltration is usually terminated when the dilution factor is 
1:1.2 to 1:2,4, which corresponds to a diafiltered liquid strength of 
ca. 1.2 g/1 to 1.5 g/1, starting with a fermentation broth with a 
strength of 4 . 0 to 4 . 5 . 

Reverse osmosis is a familiar process (that, e.g., can be used to 
desalinate water) . It is used here as a mild and selective 
concentration method to increase the concentration of the clavulanic 
acid in the aqueous phase and achieve the best value for the subsequent 
precipitation step. During reverse osmosis, the water is forced to 
leave the solution through a semipermeable membrane through which 
dissolved material cannot pass, and a corresponding pressure is applied 
to the surface of the aqueous solution. 

In this procedure, a semipermeable membrane is used that does not 
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let the clavulanic acid pass. A series of different materials can be 
used when their cut-off lies in the selected range. 

Membranes made of cellulose acetate with a cut-off of 500 Dalton 

are preferably used. 

Reveirse osmosis is generally terminated when, the concentrated 
solution has reached the -desired clavulanic acid concentration for the 
following precipitation step, i.e., a strength of 10 g/1 to 30 g/1, and 
preferably 15 g/1 to 20 g/1. 

Pressures of 30 bar to 40 bar (corresponding to 3.10^ Pa to 4.10^ 

Pa) are generally required. 

The acrylic ester resin used in step C is preferably a resin with 
a pore volume of 55%, an average pore diameter of 80.10"^ /xm, and a mesh 
size corresponding to openings of 1.27 to 0.508 mm (20-50 openings every 
25.4 mm) corresponding to the mesh width, e.g., an acrylic ester polymer 
adsorbent that has a pore volume of 55%, a true wet density of 1.05 
g/ml, a surface area of 450 mVg. an average pore diameter of 80.10"* ^m, 
a skeletal density of 1.24 g/ml, a mesh size corresponding to openings 
of 1.27 to 0.508 mm, and a slightly polar character. 

The activated charcoal used in step E is preferably an active 
charcoal of which 10-15% has a particle size of more than 74 fim, and 70- 
75% has a particle size of more than 10 /xm. The Molasse decoloration 
number is below 200, and the surface is more than 1,000 mVg^ and in 
particular, Molasse decoloration number is 175, and the surface is 1,150 
mVg/ such as an acid- washed, vapor- active carbon that has a methylene 
blue adsorption of at least 20 g/100 g, a maximum moisture content when 
packed of 10%, a maximum ash content of 8%, a maximum acid-soluble 
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content of 1%, a maximum calcium content of 200 ppm, a maximum iron 
content of 200 ppm, an ash content of 5%, a water-soluble content of 
0,3%/ a water extract pH of 6-8, a packing bulk density of 0.290 g/ml , 
a particle size greater than 74 /zm of 10-15%, and a particle size 
greater than 10 of 70-75%. 

The alkali metal salts can either be inorganic or organic salts of 
alkali metals such as sodium, potassium, and lithium. Carbonates and 
bicarbonates can be used as the inorganic salts. Propionates, acetates, 
and 2 -ethyl hexanoates can be used as the organic salts. 

In a preferred embodiment of the invention, potassium salts can be 
used (preferably potassium acetate) , and the potassium clavulanate is 
precipitated in a particularly pure form. The amount of alkali metal 
salt is sufficient to form the salt of clavulanic acid, preferably at 
amounts of 1.3-2.0 equivalents in reference to the corresponding acid. 

In general, to attain a greater percentage yield of clavulanic 
acid, it is preferable for the concentration of alkali metal salt of 
clavulanic acid in the aqueous solution to be adjusted between 10 g/1 
and 30 g/1 {preferably 15 g/1-20 g/1 and especially 17 g/1 expressed as 
the strength of clavulanic acid) before adding the low alcohol. 

To avoid excess dilution of the aqueous decolorized solutions in 
step E, the organic and inorganic alkali metal salts are usually added 
in the form of highly concentrated and even saturated solutions. For 
example, the alkali metal salt (e.g., when potassium acetate is used and 
the enriched aqueous solution contains clavulanic acid at an amount of 
15 g/1-20 g/1) is added in the form of a saturated solution, and the 
amount of alkali metal salt is regulated by adjusting the pH to 8.0-8.5. 
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The amount of methanol and isopropanol or acetone that is used 
during the precipitation step is adjusted to optimize the amount and 
quality of the alkali metal salt of clavulanic acid to be obtained. 
Methanol is preferably used as the low alcohol. 

Usually, 0.5-1.5 parts by volvime of methanol are added for each 
part by volume of enriched' aqueous solution, while the amount of added 
isopropanol ranges from 0.5-3 parts by volume. The amount of acetone is 
15-50 parts by vol\ime in reference to the hydroalcoholic phase. 

When the enriched solution contains 15 g/1 to 20 g/1 potassium salt 
of clavulanic acid, it is preferable to use 1 part by volume of 
methanol, and the organic solvent acetone is used at an amount of 40 
parts by volxame in reference to the hydroalcoholic phase. 

The preferred temperature during the precipitation step is 5'C. 

The precipitated alkali metal clavulanates can be removed in a 
conventional manner such as filtration, and can then be dried in a 
vacuum (e.g., generated by a water jet pump) at RT. 

This procedure produces very good yields of crystalline, highly 
purified alkali metal salts of clavulanic acid. 

In comparison to prior-art procedures, this procedure is very 
advantageous considering the low number of process steps. The 
clavulanic acid or its salts do not have to be intermediately isolated. 
In addition, the purification process can be carried out with a rela- 
tively small amount of solvent and water, and concentration columns, 
which are very impractical, are dispensed with. 

The present invention will now be explained with reference to the 
following, non- limiting example. 
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150 1 fermentation broth of St.reptomycQS clavuligerus (strength: 
4.2 g/1, equivaleht to an activity of 630 g) is cooled in a jacketed 
reactor to 5°C, the pH is adjusted with pure acetic acid to 4.2, and 1% 
of a liquid cationic flocculant with a specific weight at 20''C of 1.14 
to 1.18 kg/din\ a titer of -29 to 31%, a Brookfield viscosity at 25°C of 
200-500 cps, a pH of 5-8, complete solubility in water, and a freezing 
point of -18 (+/-3)"C (sold by Prodeco (Italy) under the trade name of 
Prodefloc*) are added to the paste. After 30 rtiin., the stirrer is turned 
off and the flakes are removed by filtration through a sieve with 

openings of 0.127 mm. 

The filtered liquid is subjected to an ultrafiltration process in 
which a polysulfone membrane is used with a cut-off of 35 , 000 Dalton. 

As soon as approximately one-half of the volume has been filtered, 
diafiltration begins by adding deionized water at the same filtration 
rate. The filtration is terminated as soon as the dilution factor is 
1:2.1 to 1:2.4, and 3 30 to 3 60 1 ultraf iltrate has been obtained at a 
strength of 1.5 g/1 (overall activity: 495 to 500 grams in the 
ultraf iltrate, corresponding to a 78% yield activity/activity of the 
filtered broth) . 

Ca. 60 1 retentate is obtained that contains the mycelium proteins 
and byproducts. 

During this procedure., the temperature is held at S'C, and the pH 
is held at 6 to 6.5 with 5% sodium hydroxide cooled to 5''C. 

The ultrafiltration broth cooled to S'C is passed through the 
decoloration column, which contains 8 kg of an acrylic ester polymer 
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adsorbent that has a pore volume of 55%, a true wet density of 1.05 
g/ml, a surface of 450 m^/g, an average pore diameter of 80.10"^ ^lm, a 
skeletal density of 1.24 g/ml, a mesh width corresponding to openings of 
1.27 to 0.508 mm, and a slightly polar character (which can be purchased 
by Rohm and Haas Co. under the trade name of Amberlite XAD7®) , and is fed 
directly to reverse osmosis . 

During this procedure, the temperature is held at 2-5*^0 and the pH 

at 6 . 2 . 

The equipment is a DDS model RO 3 0 (trademark of Danske 
Sukkerfabrikker, Denmark) with cellulose membranes with a cut-off of 500 
Dalton. 

The preparation is concentrated until the pressure has risen to 3 5 
bar and the flow has fallen to one -fifth of the original flow. 

20 1 of the concentrated solution is obtained at a concentr-ation of 
17.5 g/1; this corresponds to 350 g activity (yield: 70% 
activity/activity of the filtered broth; overall yield: 55%) . 

The enriched solution is treated at 3**C and a pH of 6 in three 
steps with 1.5 kg decoloration carbon, an acid-washed, vapor-active 
carbon that has a methylene blue adsorption of at least 20 g/lOO g, a 
maximum moisture content when packed of 10%, a maximum ash content of 
8%, a maximum acid- soluble content of 1%, a maximum calcium content of 
2 00 ppm, a maximum iron content of 2 00 ppm, an ash content of 5%, 'a 
water-soluble content of 0.3%, a water extract pH of 6-8, an overall 
packing bulk density of 0.290 g/ml, 10-15% particles greater than 74 fxm, 
and 70-75% particles greater than 10 fim. The carbon can be obtained by 
the American Norit Company under the trade name of NOR IT -SX- ULTRA*. The 

14 



solution then undergoes final precipitation. 

A saturated solution of potassium acetate in water is added to the 
enriched solution' until a pH of 8.5 is attained. Then the solution is 
diluted with an equivalent volume of methanol and poured into 40 parts 
by volume of cold acetone (S'^C) . The white crystalline precipitate is 
then removed by filtration and dried in a vacuum at RT. 

350 g pure potassium clavulanate is obtained at a strength of 820 
lis/ms (HPLC) corresponding to an overall activity of 2 87 g (yield: 
45.5%). 

The product obtained in this manner corresponds to the quality in 
USP XXII (see p. 316) . 

Prnnf^ss ^n Obtain .<?f:r^pt: nrryi:?es c7a VTilicreruS var , FAC 

Strep toinyces clavuiligerus var. FAC was obtained by gene 
manipulation of Streptomyces cl3L^n2ligerus , type strain ATTC (American 
Type Culture Collection) 27064 (Int. J. Sust. Bact. 21, (1971) 331). 

The microorganism was obtained using the following process: 

Protoplasts of Streptoinyces clavxiligerus were obtained as follows: 
The spores of S. clavuligerus were cultivated in the medium YEME (3 g/1 
yeast extract, 3 g/1 malt extract, 5 g/1 peptone, 10 g/1 glucose, 340 
g/1 saccharose, 1 g/1 MgClz; 20% glycine solution is added up to a final 
concentration of 2%) for 36-40 h at 30**C in an reciprocating shaker. - 

The biomass was centrifuged at 3,000 rpm for 10 min., and the 
pellet was washed twice in 50 ml of a 10.2% saccharose solution. The 
final pellet was resuspended in 4 ml phosphate buffer and 1 mg/ml 
lysozyme . 
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The suspension was incubated at 30**C for 1-1.5 h until the mycelium 
had been completely digested and only protoplasts were left. The 
protoplasts were filtered and washed with phosphate buffer to remove the 
residual lysozyme. Finally, the protoplasts were resuspended in a 
buffer and stored at -80°C. 

The protoplasts were ' transformed into a special vector that was 
developed for this purpose. 

The shotgun cloning method was used to obtain a fragment of the 
overall S. clavulicfsrus genome, which was produced from the restriction 
enzyme, such as Bgll and Sac 1. The plasmid was PLJ 702 that was 
obtained from Streptomyces livldans . 

The selection of this plasmid was based on its ease of being 
isolated and the presence of markers (thiostreptone resistance and 
insertional inactivation) . 

In this manner, vectors were obtained by ligation of plasmid PLJ 
702 and DNA fragments of the overall genome that were 5 kD to 10 kD. 

The transf ormants were regenerated in R5 medium (100 g/1 
saccharose, 5.1 g/1 MgClz'SHaO, 1 g/1 casamino acids, 0.05 MgS04*7H20, 2.5 
g/1 L-arginine HCl, 1 ml trace elements Zn, Fe, Cu, Mg, Na2B04, and 
ammonium molybdate- -20 g/1 agar) and tested in a medium that contained 
50 mg/ml thiostreptone. 

The well -washed colonies were selected and tested according to the 
procedure described in this document. 
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Starting with a lyophilized ampule of Streptomyces clavuligerus 
var. FAC, colonies were selected by applying the following composition 
onto a solid medium: 



Carbohydrate source (dextrin or dextrose) 




10 


g/1 


Calcium carbonate 




2 


g/i 


Trace elements (C0CI2, FeS04) 




1 


ml 


Agar agar 




20 


g/1 



After the dishes were incubated at a constant temperature, typical 
colonies were selected. Typical colonies are round, raised, and have a 
green spore lawn on top. They were transferred to a slanted medium 
consisting of the same solid medium and incubated for 7-10 days at 26*'C 
until the spore lawn had grown well. 

The mature slant cultures were tested in bottles using a vegetative 
medium with the following composition: 



Protein source (corn flour or peanut flour) 


25 


g/1 


Carbohydrate source (cornstarch) 


10 


g/i 


Potassium phosphate 


0 


.5 g/1 


Soybean oil 


2 


g/1 



The inoculated medium was incubated for 45-60 h under agitation and 
then aseptically transferred to a fermentation medium with the following 
composition : 
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Soybean flour (or peanut flour) 



35 g/1 



Dextrose 



8 g/1 



Potassium phosphate 



1 g/1 



Trace elements (NiS04, C0SO4, 1% solution) 



1 ml 



The bottles were incubated under agitation for 3-5 days at a 
constant temperature {25*'C) and titrated for clavulanic acid activity. 
The best -producing colonies were then propagated on a solid mediiim to 
obtain a sufficient biomass for industrial production. 

The spore suspension of the propagated colonies was inoculated in 
a seed tank: that contained a sterile medium with the following 
composition : 



Soybean flour (or another protein source.) 


50 


g/1 


Sodivim phosphate 


.1 




Dextrose (or dextrin) 


40 


g/1 


Silicone antifoaming agent 


0 


.5 g/1 



Other protein sources that provide satisfactory results are 
cottonseed flour or corn flour. 

An industrial seed tank develops normally over 45 h at a 
temperature of 25-30**C (preferably 26°C) under continual agitation and 
ventilation. 

As soon as the biomass developed, it was aseptically transferred to 
a stirred sterile fermenter that contains the following typical media 
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composition: 



Soybean flour 


35 


g/i 


Dextrin 


35 


g/i 


Triglyceride 


25 


g/i 


Trace elements (1% solution of MgS04, FeS04, ZnS04, CUSO4) 


1 


ml 


The fermentation was continued for 5-7 days at 


a 


constant 



temperature of 24-27°C, and the pH was adjusted to 6.8-7.0 by adding 
alkali . 

During fermentation, the carbon source was added continually to 

improve production. 

The most suitable fermentation container is a conventional aerobic 
fermenter that has an agitator and ventilation. 



Patent Claims 

1. Process to obtain and purify the alkali metal salts of 
clavulanic acid from a fermentation broth, characterized by the 
following steps: 

A) a coagulation step that is carried out by adding a flocculant 
from the group of calcium chloride, potassium f errocyanide , water- 
soluble cationic polymers, and organic polyelectrolytes to .a 
fermentation broth of Streptoaiyces clavuligerus at a temperature of 0- 
10°C and a pH of 4 . 0-4 .5; 

B) ultrafiltration of the above -obtained, clarified fermentation 
broth of Strepto/nyces clavuligerus that is held a temperature of 0-10°C 
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I 

and a pH of 6.0-6.5 through an ultrafiltration membrane that has a cut- 
off of 30,000-100,000 Dalton; 

C) decoloration of the above -obtained ultraf iltrate by letting it 
run through a column with a polymer acrylic ester resin at a temperature 
of 0-10°C; 

D) concentration of ^ ehe liquid phase from step C) using reverse 
osmosis through a membrane that has a cut-off of 750-500 Dalton at a 
temperature of 0-10°C and a pH of 6 . 0 - 6 . 5 ; 

E) decoloration of the concentrated liquid with acid-washed, vapor- 
active carbon at a pH of 6 . 0 - 6 . 5 and a temperature of 0-10°C; 

F) formation of clavulanic acid salt by adding an aqueous solution 
of an alkali metal salt to the above -obtained enriched aqueous solution; 

G) precipitation of the alkali metal salt of the clavulanic acid 
from the above -obtained aqueous solution by adding a low alcohol from 
the group of methanol and ethanol and then adding a solvent selected 
from the group of isopropanol and acetone to the obtained hydroalcoholic 
phase at a temperature of 5-15 ^'C. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that steps A-E 
are carried out at a temperature of 2- 5^*0 . 

3. Process according to Claim l or 2, characterized in that the 
fermentation broth is obtained by the strain ^treptoinyces clavuli^erus 
var . FAC , 

4. Process according to one of Claims 1-3, characterized in that 
the coagulant is a water-soluble cat ionic polymer. 

5. Process according to one of Claims 1-4, characterized in that 
the ultrafiltration membranes have a cut-off of 30,000-40,000 [Dalton] 
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and consist of cellulose acetate or polysulfone. 

6. Process according to one of Claims 1-5, characterized in that 
the ultrafiltration membrane is a polysulfone membrane with a cut-off of 
35,000 Dalton, and the membrane for reverse osmosis is a cellulose 
acetate membrane with a cut-off of 500 Dalton. 

7. Process according 'to one of Claims 1-6, characterized in that 
ultrafiltration is carried out by diaf iltration, where the same membrane 
is used and deionized water is added to the retentate at the same 
filtration rate. 

8. Process according to one of Claims 1-7, characterized in that 
first 1/3-2/3 of a fermentation broth at a strength of 4.0 g/1 to 4.5 
g/1 is ultraf iltered through the selected membrane, then the remaining 
component is diaf iltered through the same membrane, and diaf iltration is 
terminated when a dilution factor of 1:2.1 to 1:2.4 is reached. 

9. Process according to one of Claims 1-8,: characterized in that 
the acrylic ester resin has a pore volume of 55%, an average pore 
diameter of 80.10"'' /zm, and a mesh width of 1.27 to 0.508 mm. 

10. Process according to one of Claims 1-9, characterized in that 
reverse osmosis is terminated when the strength of the aqueous solution 
is 10 g/1 to 30 g/1. 

11. Process according to one of Claims 1-10, characterized in that 
10% -15% of the activated carbon has a particle size of more than 74 /zm, 
and 70% -75% has a particle size of more than 10 /xm, and the carbon has 
a Molasse decoloration number of 175 and a surface of 1,150 mVg. 

12. Process according to one of Claims 1-11, characterized in that 
the aqueous solution that is subjected to the precipitation step has a 
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clavulanic acid concentration of 15 g/1 to 20 g/1. 

13. Process according to Claim 12, characterized in that the 
clavulanic acid concentration is 17 g/1. 

14. Process according to one of Claims 1-13, characterized in that 
the alkali metal salt is an inorganic or organic salt of sodium, 
potassium, or lithium and' is selected from the group of carbonates, 
bicarbonates , propionates, and 2-ethylhexanoates . 

15. Process according to one of Claims 1-14, characterized in that 
the alkali metal salt is potassium acetate. 

16. Process according to one of Claims 1-15, characterized in that / 
the amount of utilized alkali metal salt is 1.3-2.0 equivalents in 
reference to the corresponding acid; the amount of low alcohol is 0.5- 
1.5 parts by voliome per part by volume of the enriched aqueous solution; 
the amount of isopropanol is 0-5-3 parts by volume; and the amount of 
acetone is 15-50 parts by volume in reference to the hydroalcoholic 
phase . 

17. Process according to one of Claims 1-16, characterized in that 
the enriched aqueous solution contains 15 g/1 to 20 g/1 potassium salt 
of clavulanic acid expressed as the clavulanic acid strength; 1 part by 
volume of methanol is used; the organic solvent is acetone and is used 
at an amount of 40 parts by volume in reference to the hydroalcoholic 
phase; and the precipitation occurs at 5*'C. 

18. Process according to one of Claims 1-17, characterized in that 
the fermentation broth to be purified has a strength of 3.5-4.5 g/1; the 
coagulant is a water-soluble cationic polymer and is used at an amount 
of 1%; and the pH is held at 4.2 while coagulating the broth and is 
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controlled by adding an organic acid from the group of propionic acid, 
acetic acid, and citric acid. 

19. Process according to Claim 4, characterized in that the water- 
soluble cationic polymer is a cationic flocculant with a specific weight 
at 20°C of 1,14-1.18 kg/dm^, a titer of 29-31%, a Brookfield viscosity 
at 25*'C of 200-500 cps, a *pH of 5-8, complete solubility in water, and 
a freezing point of -18 (+/-3)**C. 

20. Process according to Claim 9, characterized in that the acrylic 
ester has a pore volume of 55%, a true wet density of 1.05 g/ml, a 
surface area of 450 m^/g, an average pore diameter of 80.10'^ fim, a 
skeletal density of 1.24 g/ml, a mesh size corresponding to openings of 
1.27 to 0.508 mm, and a slightly polar character. 

21. Process according to Claim 11, characterized in that the 
activated carbon is an acid-washed, vapor-active carbon that has a 
methylene blue adsorption of at least 20 g/100 g, a maximum moisture 
content when packed of 10%, a maximum ash content of 8%, a maximtim acid- 
soluble content of 1%, a maximum calcium content of 200 ppm, a maximum 
iron content of 200 ppm, an ash content of 5%, a water-soluble content 
of 0.3%, a pH of the water extract of 6-8, a packing bulk density of 
0.290 g/ml, a particle size greater than 74 fxca at 10-15%, and a particle 
size greater than 10 fim at 70-75%. 



